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(57) Abstract 

The invention concerns a novel highly sensitive membrane sensor which, in particular using a novel membrane structure. Either 
the interaction between lipid layers is reinforced, using the reaction berween organoboron compounds, and/or stable lipids of the genera! 
formulae according to figure 4 are used. This novel sensor is designed as a hybridization-controlled membrane channel biosensor. The 
membrane channel biosensor uses the bonding of DNA and RNA to an immobilized catcher oligonucleotide to control a membrane channel. 
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(57) Zusammenfassung 

£s wird cm neuanigcr hochsensitiver Membranscnsor bcschricbcn, dcr insbesondere untcr Nutzung cincs neuartigen Membranautbaui. 
wobei entweaer die Interaktion von beliebigen Lipidschichten unter Nutzung der W'echseiwirkung von Organoborvcrbmdungen versiarkt : 
wird und'oder stabile Lipide der allgemeinen Formeln nach Ftgur 4 verwendet werden. ais Hybridisieruncs-gesieuener Mcmbrankanai- : 
Biosensor, welcher die Bindung von DNA und RNA an ein immobilisiertes Fingeroligonukleotid zur Sieuerung cmes Kanuls m e:ne: ■ 
Membran nutzt. konstruiert ist. 
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Neuartige Memoranen und Membran-DNA/RNA-Sensoren 

Die Erfindung bez.eht s.cn auf die Konstrukfon emes MemDran-oas.erenaen Sensonyps. 
welcher durch Verwendung neuaruger Membran- und Membran-Traeger-Systeme und/oder 
durch Nutzung der Nukleinsaeure-Hybridisierung zum Bau von msbesonaere DNA- una 
RNA-Sensoren geeignet ist. 

Als Nachweissysteme fur beliebige biologische Molekuie sind Enzymsensoren bekannt. die 

die katalytische Wiricung von Biomolekulen verwenden. um ein spezif.sches Bios.gnat z.B. 

die Konzentration von Milchsaeure. Zucker. Amincsaeuren... in e.n unspezifisches 

chemisches Signal z.B. Konzentration von Wasserstoffperoxid umzuwandeln. welches 

sodann elektrochemisch in eine elektnsche Groe&e umgewandelt wird. die der gesuchten 

Analytkonzentration proportional ist. Als Nachweissyteme fur DNA und RNA sind Enzym- 

maricierte Assays (Northern, Scuttem-Blctt, PCR ♦ ELISA,..) bekannt. die die katalytische 

Wirkung von Enzymen verwenden. um ein spezifisches Biosignal d.h. die Hybridis.erung 

von DNA und RNA mit Hilfe eines z.B. Enzymlabels in ein unspezifisches chemisches 

Signal z.B. Konzentration von oxidiertem ABTS. in p-Nitrophenylphosphat. Indigoblau... 

umzuwandeln. welches sodann elektrochemisch oder optisch ausgewertet wird. Es ist 

bekannt, da* diese Assays eine gute Sensitivitaet jedoch gmndlegende Probteme durch 

unspezifische Hybridisienmg und komplizierte Durchfuhrung aufweisen. Als 

Nachweissysteme fur DNA und RNA sind weiters optische Systeme wie Surface Plasmon 

Resonance - Sensoren bekannt. welche die Hybridisierung von DNA und RNA auf einem 

Sensorchip in ein optisches Signal umzuwandeln vermcegen. Es ist jedocn weiters 

bekannt. daft der groQe apparative Aufwand und die ,m Vergleich zu den Enzymassays 

maefiige und daher fur viele Anwendungen nicht ausreichende Empfindlichkeit d.eser 

Sensoren d.ese Technik nur fur manche Bereiche e.nsetzbar macht . 

Die Erfindung zielt darauf ab. durch einen neues Senscrprinz.p und/oder einer neuartigen 

selektiven Membran die grundlegenden Einschraenkungen insbesondere in der 

Nukleinsaeureanalytik zu beseitigen. Die essentielle Biokomponente soil in diesem 

Sensoraufbau nicht zur katalytischen Verstaerkung der Analytbindung Verwendung finden. 

sondem als selektive Bamere zur umgebenden Loesung. Der Analyt z.B. DNA oder RNA 

dient sodann direkt oder indirekt zur Steuerung des lonenkanals. Durch diesen lonenkanal 

koennen pro Sekunde und Kanal bis zu 10 Millionen lonen in einen schmalen (< 10 pm) 

Membran-Eiektrodenraum einfliefien und dieser lonenfluE direkt elektrochemisch (etwa 1- 

10 P A je offener Kanal) . konduktometrisch. fluonmetrisch ooer mit e,ner anderen 

gee,gneten Methode bestimmt werden. Eine Stoerung des Me&s.gnals durcn andere 

Komoonenten der Loesung wird durch d.e selektive Membran un.erdruckt. D,e vohiegende 

Erfindung nutzt d,e genaue immobiiisierung e.nes kle.nen OI.gonukleot.ds und/ooer e.ner 

^ cinnann fit** Kanats An diese wira anschlie&end aer groGe 
intericalierenaen Substanz am Eingang des Kanais. uic 

Analyt (z.B. DNA oaer RNA) am Kanale.ngang selektiv gebunden. 
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Die voiiiegende Erfindung unterscheidet sich von US 5,234,566 durch den Aufbau und die 
Verankeaing der Membranen. Auch ist die Aufbringung der Membrar. nicht nur durch self 
assembling - moegiich, sondem kann auch durch andere Techniken erfoigen (z.E. LB- 
Ftime). 

Die vorliegende Erfindung unterscheidet sich von EP 0 441 120 A2 durch die nicht 
notwendige Vemetzung der Lipidmembran mit der Eiektrodenoberflaeche durch 
uberbruckende Molekule. Der dauemde Kontakt mit zwei waefirigen Phasen ober- und 
untertialb der Membran (Zeichen einer nicht stabilen Membran), ist kein notwendiger Teil 
der voriiegenden Erfindung. Die Verwendung einer Rahmenstruktur. uber die sich die 
Lipidmembran weitererstreckt, vermeidet apolare Waende, an die die Lipidmembran grenzt, 
welche instabiie und daher undichte Steilen der Membran darsteiien wurden. 
Die vorliegende Erfindung beinhaltet nicht die in WO 94/07593 geforderte direkte 
Vemetzung der Lipidmembran mit der Eiektrodenoberflaeche unter Venvendung 
uberbriickender Linkerlipide Oder den zwangsweisen Einbau von ionophoren. 
Der neuartige Membranaufbau beruht auf folgenden Erkenntnissen: 
Als lonenkanaele koennen z.B. die sehr gut untersuchten und leicht zugaenglichen 
Kanalpeptide der Gramicidinfamilie als Basis des neuen Hybridisierungssensors dienen. 
Sowohl die Sequenzen ais auch genaue Molekuldaten unterschiediicher Gramicidindehvate 
konnten in den letzten Jahren bestimmt werden. Die Sequenzhomoiogien sind durchwegs 
hoch. Die lonenkanaele werden dabei durch 2 assoziierte Molekule Gramicidin gebildet. Die 
Raumstruktur des Peptids ist dabei eine 6.3 bzw. p - Helix, die zentral einen offenen 
lonenkanal bildet und mit Tryptophanresten an den beiden Membranseiten dynamisch 
verankert ist. 

Es konnte durch Patch Clamp Techniken gezeigt werden, dafc an beiden Seiten der 
Membran Gramicidin - Monomere eingeschraenkt frei fioaten. Kommt es zu einer 
Assoziation zweier Molekulen Gramicidin von unterschiedlichen Membranseiten, so bildet 
sich ein durchgaengiger lonenkanal. ( siehe Fig. 1). Chemische Modifikationen der 
Gramicidinpeptide am N - Terminus koennen nach Deformylierung zwei Molekule 
Gramicidin zu einem kovalenten Dimer (z.B. mit Oxalsaeure oder Malonsaeure als 
Bisamide) verknupfen. Diese Gramicidin-Dimere biiden z.B. die tm Sinne der 
Patentanmeldung notwendigen stabilen lonenkanaele in naturlichen und artifiziellen 
Membranen. Oeffnet Oder schlieftt sich ein einzeiner lonenkanal in der Membran, so kann 
dies direkt durch einen lonenstrom von etwa 10 Millionen lonen je Sekunde durch den 
Membrankanal gemessen werden. Bisgramicidinmolekule sind als lonenkanaele im Sinne 
der Patentanmeldung besonders gut geeignet durch ihre hohe Stabilitaet, die gute 
chemische Charakterisierung, die Moeglichkeit einer Vietzahi chemischer Modifikationen 
und insbesondere durch die hohe Leitfaehigkeit der Kanaele. 
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Die zweite Ted cies neuartigen Sensorkonzepts ist die MemDrantecnnologie. Es wird aaoe: 
der Vorteii der „black lipid membranes" d.h. der freie Zugang zu beiden Memoranseuen m:: 
dem Vorteii der „seif assembling membranes" d.h der stabilen Anordnung eines selbst 
aufbauenden Lipidfiims kombiniert Die Waht eines Photo- Oder Eiektropoiymers als 
Traegermatrix fur den Lipidfilm und die kovalente Kopplung der Lipidmonomere an ciese 
Geloberflaeche stabilisiert den Lipidfilm gegen mechanische Zerstoerung, bzw. gegen das 
Fioaten des zweiten Lipidfiims der Doppeimembran. 

Dunnschichttechnoiogische Verfahrensschritte sind ein weiterer wichtiger Teii im Rahmen 
des Sensoraufbaus. Dabei sol! zuerst der elektrochemische Sensor nach etabiierten 
dunnschichttechnologischen Verfahren gefertigt werden. Sodann wird mit Photoiacken z.B 
aus der AZ - Serie (z.B. AZ 1505) die Rahmenstruktur fur den Lipidfiims aufgebaut. Der 
naechste Schritt ist sodann die Fullung der hydrophoben Rahmenstruktur mit einem 
hydrophiien Gel Photopolymer ais Traegersystem fur die Ltpidmembran. Diese beiden 
Schritte koennen technoigisch vorteilhaft auch in umgekehrter Reihenfolge ausgefuhrt 
werden. 

Die Kopplung des Faengeroligonukieotids an den Gramicidin Kanal erfolgt durch selektive 
chemische Modifikation der carboxyterminalen Struktur. 

Die Erfindung zielt darauf ab, eine neuartiges r hochsensitives Sensorprinzip mit der 
Erfassung einzelner Molekule zu schaffen . Die Empfindlichkeit wird real durch die 
Bindungskonstante ( z.B. DNA/DNA bzw. RNA/DNA) und durch den Zeitbedarf des 
Aufeinandertreffens der beiden Nukleinsaeuremolekule begrenzt. 

Weiters zielt die Erfindung auf den Aufbau solcher Sensoren mit Dunnschichttechnotogie- 
kompatiblen Methoden wie Dunnschichtsubstraten, Sputtem und Aufdampfen der 
Metallelektroden, Einsatz von Photoiacken und mit photosensitiven Polymeren 
hergestellten, dunnschichttechnolgtschen Lipidmembrantraegem ab und beinhaltet daaiber 
hinaus auch den neuartigen Aufbau von Lipid- oder Poiymermembranen an Phasen- 
Grenzfiaechen. 

Die DNA-Anaiytik stellt immer groeliere Anforderungen an die Selektivitaet und Sensitivitaet 
von Me&systemen. Schneliere und insbesondere etnfachere Testverfahren in der DNA- 
Diagnostik ermoeglichen vielfach erst die routinemaefiige Bestimmung von Tumorgenen, 
Viren, Erbkrankheiten,.. in der Arztpraxis oder zumindest abseits etablierter 
Universitaetskliniken. Daruber hinaus kann auch die direkte Messung durch den Patienten 
neuartige Moeglichkeiten eroeffnen. 

Der Einsatz des neuen Sensortyps ermoeglicht die Nutzung der Faehtgkett zur 
Hybridisiemng von Analyt-DNA und -RNA mit Faengeroligonukleotiden am Sensortcopf. Der 
Einsatz der neuen Membranen ermoeglicht den Aufbau neuer Sensortypen unter Nutzung 
nahezu ailer biochemischer und chemischer Affinitaetsreaktionen Ein solcher Sensor kann 
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z.B. nach folgenden Arbeitsschritten aufgebaut werden Chemtsche, Synthese eines 
selektiven Membrankanals. dunnschichttechnclogischer Sensoraufbau. 

Polymermembranaufbau, Liptdcoating, Einbau der MembranKanaele und Assemblieren. 
Eine Kombination der erfindungsgemaessen Verfahrenschritte kann zu einem 
Sensoraufbau nach foigendem Konzept fuehren: : 

* Synthese eines lonenkanals z.B. Bisgramicidin A 

* Kovalente Kopplung von Oiigonukleotiden an oder nahe dem Kanaleingang, 

* Sensoraufbau mit Dunnschichttechnologie, 

* Membrancoating des Sensors, 

* Einbau der Faengeroligonukieotid-modifizierten lonenkanaeie, 

* Einbau in ein Gehaeuse. 

Die Kopplung des Faengeroligonukieotids an das carboxyterminale Ethanolamin ( des 
Gramicidin A ) erfolgt durch Aktivierung der beiden freien terminalen OH - Gruppen des 
Molekuis mit z.B. Divinylsulfon, Chlorameisensaeure-nitrophenylester, oder durch 
Umwandlung in eine Jod- bzw. Brom-Gruppe. Sodann kann das linkermodifizierte 
Otigonukleotid durch seine terminale NH 2 bzw. SH Gruppe seiektiv gebunden werden. Es 
koennen auch beide terminalen OH - Gruppen des Bisgramicidins mit Divinylsulfon oder 
Chlorameisensaeure-nitrophenylester aktiviert und mit einem Diamin (Ethyiendiamin ) oder 
einer Dimercaptoverbindung umgesetzt werden. Das sich durch die Umsetzung bildende 
Bisgramicidinderivat traegt sodann zwei terminale reaktive Anino ( oder SH )- Gruppen. Die 
Kopplung der Faengeroligonukleotide ist unter BeispieJe beschrieben. 
Die Fertigung der Sensorchips folgt dann dem Schema der aufgelisteten Beispieie. 
Der Traeger der Lipid- oder Polymermembran baut sich aus zwei unterschiediichen 
photostrukturierbaren Polymeren auf : Einer Rahmenstruktur aus hydrophobem d.h. 
lipophiiem Photolack und einem hydrophilen Photopoiymer innertiaib der Rahmenstruktur 
als Membrantraeger. 

Die Rahmenstruktur aus hydrophobem d.h. lipophiiem Photolack kann durch 
photosirukturierbare Polymere aus der Halbieiterindustrie aufgebaut werden. Es eignen sich 
dafur die etablierten Photolacke vom Typ A2 (Hoechst). die durch nachfolgendes 
Einbacken bei Temperaturen uber 150 Grad voellig vemetzten und daher voellig unioeslich 
werden. Ausgehend von den in den ietzten Jahren entwickeiten hydrophoben Photolacken 
aus der Halbleitenndustne koennen analog auch hydrophile Polymersysteme aufgebaut 
werden. Dabei koennen hydrophiie Polymervorstufen durch bivalente Photovemetzer 
kovalent verbunden werden. Es bildet sich ein Polymemetzwerk mit steuertoarer 
PorengroeQe. welches als strukturierbares Traegermaterial zur immobtlisieaing von 
Membranen und lonenkanaeie dient. Insbesondere Poiyvinylpyrroliaonpolymere mit 
hydrophilen Seitengruppen koennen als viskose Loesungen durch Spinnprozesse auf die 
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Sensanrohlinge aufgebracht werden und durch Photocrosslinker (meist Carben una Nitren - 
Biidner z.B. 4.4*-Bisa2idostiiben-2.2 , -disulfonsaeure) mit langweliigerr. (JV (260 r.mj zv 
Polymerfiimen vemetzt werden. Die reaktiven funktionellen Gruppen des Polymers koennen 
dann aktivien und zur Kopplung von Protemen, Peptiden und Lipiden verwendet weraen. 
Da Lipidfilme sowohl untereinander als auch an der Zellwand nicht durch kovaiente 
Wechselwirkungen gebunden stnd, koennen sie ieicht unter desintegrierenden 
Bedingungen extrahiert werden. Dazu eignen sich hydrophobe Agenzien. Detergentien und 
Alkaiien. 

Zum Aufbau einer stabilen Lipidmembran mussen zwei grundsaetzliche Probleme geloest 
werden : Stabile Bindung des LipidfiJms an die Unteriage und das Vertiindem des 
Abfloatens des oberen Lipidfilms im Lipiddoppellayer. Die stabile Bindung des unteren 
Lipidfilms an die Geioberflaeche erfolgt durch hydrophobe, ionische oder kovatente 
Kopptung von z.B. Thioiipiden an eine chemisch reaktive Gberflaeche. Dabei wird vor der 
Aufbringung des Thio-Upidfilms auf die Oberflaeche diesetbe in folgender Weise modifiziert 
: Einfuhrung reaktiver Gruppen ( z.B. durch Sauerstoff- Oder Chlorplasma ) und Kopplung 
der reaktiven Gruppen mit bivalenten Crosslinkem wie z.B. Divinylsulfon. Der in der 
genannten Weise aktivierte Sensor wird in ein Bad mit in organischem Loesungsmittel 
geloesten Thio - Lipiden getaucht, es erfolgt das „self assembling" und die kovaiente 
Bindung des Lipidfilms. Ein Anteil an frei beweglichen Lipiden ermoegiicht die fluide 
Struktur der Lipidmembran. 

Bei Verwendung von nicht bolaamphiphilen Esteriipiden - analog eukaryontischen ZeHen - 
muss der zweite Lipidfilm am Ersten kovalent gebunden verankert werden. 
Die Verwendung der neuartigen zyklischen Transmembraniipide ersetzt eine 
herkoemmliche Doppeilayermembran. Die zyklischen Lipide koennen in einer optimierten 
Synthese mit hoher Ausbeute gewonnen werden (meist 10-50 %). Die Lipide weisen 
aehnliche aber optimierte Struktur wie Tetraetherlipide aus manchen insbesondere 
thermophilen Bakterienmembranen auf, Der Aufbau als makrozyklisches Ringsystem 
ermoegiicht eine hohe Stabilitaet und gro&e thermische Belastbartceit. Weiters 1st ein 
Coating mit einem einzelnen Tauchvorgang durch eine Lipidgrenzschicht moeglich. 
Insbesondere die Kombination mit Boronsaeuren optimiert zusaetzlich die Haftung jeder 
Lipidmembran an einer meist hydrophilen Oberflaeche. Dabei kommt es zu einer 
Wechseiwirkung von Organoboronsaeuren mit vicinalen cis-Diolen der jeweils anderen 
Phase. Diese Art der Haftungsverstaerkung ist den anderen insbesondere durch den 
geringen Platzbedarf des Bors ubertegen. da dadurch die Lipidphase in keiner Weise 
verzem wird. 

Die stabile Haftung des Lipidfilms an der Geioberflaeche erfolgt durch hydrophobe, ionische 
Oder kovaiente Wechseiwirkung der Lipide mit der Supoortoberflaeche Dabei kann vor der 
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Aufbringung des Lipidfilms aie Oberfiaeche des Supports z.B. durch Einfuhrunc reaKtive' 
OH - Gruppen unter Anwendung von Sauerstoffpiasma fur die Interaktion mit Bcronsaeure- 
modifizierten Lipiden aktiviert werden. Der in der genannten Weise aktiviene Sensor wird 
sodann in ein Bad mit in organischem Loesungsmittel geloesten Lipiden getaucht. es erfolgt 
der Aufbau der Membran. In anaioger Weise kann die Aufbringung der Lipide auch durch 
Tauchen in einem LB-Trog mit gespreiteten Lipiden erfolgen. Der LB-Trog wire dabei im 
Autopressure-Modus betrieben und der Druck im Bereich der semifiuiden bzw. kristallinen 
Modifikation gehalten. Der Support wird langsam durch die Lipidgrenzschicht gefuhrt, wobei 
sich die Membran an dessen Oberfiaeche ausbildet. 

Ein zweiter Lipidfilm wird nicht benoetigt, da die neuartige Membran bereits eine 
Doppeilipidlayer ersetzen kann. Ein Anteil an frei beweglichen Lipiden kann der Membran 
bei Bedarf zugesetzt werden und ermoeglicht den Ubergang von etner semiknstallinen zu 
einer fluiden Struktur der Lipidmembran. 

Der Einbau des DNA/RNA-modifizierten Kanals erfolgt zugieich mit dem „self assembling" 
des Lipidfilms. Ein Liganden - modifiziertes Bisgramicidin besitzt noch eine freie reaktive 
Gruppe am zweiten Carboxyterminus des Bisgramicidinmoiekuls. Diese kann in anaioger 
Weise wie die Lipide kovalent mit der Geloberflaeche koppeln und so den Kanaf fesi ( d.h. 
kovaient ) mit dem Traegerpolymer verbinden. 

Der Lipidfilm kann jedoch auch durch eine beliebige andere Membran ersetzt werden, da es 
im Sensor-Setup die Aufgabe der Membran ist, zwei unterscheidbare Kompartimente zu 
schaffen. Analog der Technologie ionensensitiver Eiektroden kann z.B. Poiyvinylchiorid mit 
hohem Weichmacheranteil als Membranmatrix verwendet werden. Auch hydrophobe 
Schichten z.B. aus Teflon, durch Plasmapolymerisation aufgebracht, eignen sich als 
Membranmatrix. Durch Leitfaehigkeit und Impedanz kann die Ausbildung von 
Inhomogenitaeten und die Dichtheit der Lipidmembranschichten auf Metalloberflaechen 
direkt beobachtet und quantifiziert werden. 

Leitfaehigkeits- und Strommessungen aehnlich der Patch Clamp Messung an 
lonenkanaelen in intakten Zellen Oder an Membranfragmenten sind das MeGprinzip des 
Membrankanalbiosensors. Die in der genannten Weise aufgebauten Sensoren liefem als 
z.B. MikroJeitfaehigkeitsbiosensoren ein dem lonenflufc proportionales Stromsignal. Als 
MeGaufbau sind mit Elektrometerverstaerkern (z.B. OPA 111 oder 128 Burr Brown) 
ausgestattete Verstaerker geeignet. Auch alle MeGplaetze fur Einzeiionenkanalmessungen 
in der Patch Clamp Technik im Bereich bis 0.1 pA sind fur die neuartigen im Rahmen der 
Erfindung beschriebenen Sensoren geeignet. 

Die Erfindung wird nachfolgend an Hand von Ausfuhrungsbeispielen naeher erlaeutert . 
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Beisoiel 1 : Aufbau aer Sensorsubstrate 

Verwendung von Sensorsubstraten aus Alkali-. Pyrex-Gtas. Alumtniumoxid Oder t 
Kunststoff (z.B. Polyimid) 

• Herstellung von Photomasken uber CAD, DXF - File und Pattemgenerator 

• Herstellung von Tochtermasken 

• Hochvakuumbedampfung bzw. Sputtem der Elektroden 

• 50 nm Titan, 100 nm Gold, 

• Anlage : Balzers. ESQ 110, BB800 059BD mit 270° 
Elektronenstrahlumlenkkanone bei 2.10* 5 Torr, 150°C 1 nm/s 
bzw. Laboranlage der Fa. Balzers 

• Photolack AZ521 8 E. positiv 4000 rpm, 30 s 

« Mask-aligner : Kart Suss Modell MA 45, 360 nm 350 W , 7.5 s 

• Photolack - Entwickier AZ - Developer / Hoechst 60 s 

• Einbacken bei 120*C , 30 min 

• Gold aetzen mit Kl/I 2 

• Titan aetzen mit gepufferter HF 

• 30 min, 80°C, Ultraschail mit AZ • Remover 

• Ethanol Waschschritt 

• Kaschteren auf Haftfolie 

• Saegen der Wafer mit 100 pm Diamantsaege 

Beisptel 2 : Reinigung des Gramicidin A 

Gramicidin A wird von Gramicidin B und C aus der Mischung {= Gramicidin D) auf einer SI - 
100 Polyoi Saeule der Firma Serva mit einem Gradient von 0 - 80 % Methanol getrennt. 

Beispiel 3 : Carboxyterminale Modifikation des Gramicidins 

500 mg Gramicidin A werden mit 10 ml Benzol geruhrt, ein 3 - 5 facher OberschuH des 
Carboxylgruppen modifizierten Liganden zugegeben und mit 10 fachem moiaren 
Uberschud eines Carbcdiimids ( z.B. Dicyciohexyicarbodiimid ) versetzt. Die Reaktion wird 
bei Raumtemperatur im Dunkeln vorgenommen. Der Verlauf der Reaktion wird auf Siligagel 
- Flatten mit Hilfe der Dunnschichtchromatographie (Chloroform / Methanol / Wasser : 
100/10/1) verfotgt. 

Das Reaktionsgemtsch wird sodann auf einer praeparativen C-18 Reversed Phase Saeule 
mit Methanol / Wasser gereinigt. 



3NSOOCIO:<WO 9720203ai> 



WO 97/20203 



PCT.-AT%7 002.3o 



Beispiei 4 : Synthese des Bisgramicidins 

Das Ausgangsprodukt ist desformyiiertes Gramicidin A welches durch Spaltung von 
Gramicidin A mit wasserfreier Salzsaeure in Methanol und nachfolgende Remgung in 
praeparativen C-18 reversed phase Saeulen mit Methanol / Wasser synthetisch gewonnen 
wird. 

Die Dimerisierung des desformylierten Gramicidin A erfolgt durch Zusatz eines 5 fachen 
moiaren Uberschusses von Diphenylphosphoryiazid zu einer Loesung von einem molaren 
Teil des desformylierten Gramicidin A's und einem UberschuG der Dicarbonsaeure 3-10 
fach ( z.B. Oxalsaeure, Malonsaeure ) in Dimethylformamid unter -10*0. Die 
Reaktionsdauer bet 0 °C betraegt 24 - 48 Stunden. Nach Stopper der Reaktion mit Ethanol 
wird das Reaktionsgemisch nach einigen organisch / waessrigen Extraktionsschritten zur 
Trockene eingeengt und nach Aufnehmen des Ruckstands in einer kleien Menge Methanol 
auf einer praeparativen C-18 Reversed Phase Saeule mit dem Laufmittelsystem Methanol / 
Wasser (90/10 bis 95 / 5) gereinigt. 

Beispiei 5 : Aufbau der Rahmenstruktur 

* Der Photolack A2 1505 wird durch Spincoaten auf den Sensorchip aufgebracht 
(7000 rpm, 2 min). 

* Softbake bei 80 °C fur 30 Minuten 

* Beiichtung mit Photomaske mit UV ( 365 nm ) 5 s 

* Postbake bei 80 °C fur 5 Minuten 

* Entwickeln mit einer 2.83% Tetraethylammmoniumhydroxid-Loesung 60 s 

* Curing : 1 h auf 160 °C 

Beispiei 6 : Aufbau des hydrophilen Lipidtraegerpolymers 

Das hydrophile photovernetzte Gel wird nach fotgender Vorschrift aufgebaut : 

2.5 % (w/v) PVP ( Poiyvinylpyrrolidon MW ; 360.000 Oder 1.000.000 ) in destilliertem 

Wasser und 0.75 % (w/v) 4.4'-Diazidostilben~2,2'-disulfonsaeure in destilliertem Wasser 

werden gemischt ( 3:2 v/v). Die Praepolymerloesung wird entweder in die 

Photoiackrahmenstruktur pipettiert oder der Sensor wird durch ein Eintauch- Oder 

Spinbeschichtungsverfahren mit der Praepolymerloesung uberzogen. 

Das Photopolymer wird durch Belichten mit einer 50 W Quecksilberdampfiampe fur 5 s 

durch Einwirken von UV-A und UV-B gehaertet und uberschussiger Vemetzer durch einen 

Waschschritt in Phosphatpuffer 0.1 M, pH = 7.0 entfernt. 
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Beispiel 7: Reinigung von PlatinsensoreJekiroden 

Nach der Verwendung von loeslichen Thio-Verbtndungen sind Metallobeniaechen chemisch 
bzw. elektrochemisch biockiert = denvatisiert Um die kovatente Bindung der Thiote mit der 
Elektrodenoberflaeche zu brechen, wird die Eiektrode elektrochemisch zwtschen -600 und 
+ 1200 mV (bis in den Bereich der Sauerstoffentwicklung) versus Ag/AgCl gereinigt. Die 
elektrochemische Reinigung erfolgt durch Anlegen einer zeitiich variablen Spannung an 
einen in neutraien Puffer eingetauchten Sensor. 

Beispiel 8 : Lipid- und Kanaibeschichtung der Sensoreiektroden 

Die in einem organischen Loesungsmittei geloesten Lipide (2-30 pg /100 cm 2 Oberfiaeche) 
und modifizierte-ionenkanaele {10-10* Molekule / mm 2 ) werden an einer Luft/Flussigkeit- 
Phasengrenze auf einem LB-Trog gespreitet. Jn einem automatisienen LB-System wird der 
Lipidfilm von einer fluiden in eine semikristailine Phase komprimiert. Der Sensor wird 
sodann durch den Lipidfiim gezogen wobei ein Nanoaktuator der Firma Physik- 
Instrumente/Deutschland (von einem DC-Motor mit der Aufloesung von 60nm angetrieben) 
verwendet werden kann. 

Ungesaettigte Lipidfilme werden mit einer Photomaske bedeckt und durch das Licht einer 
SOW Mitteidruck Quecksilberdampflampe etwa 120 Sekunden vernetzt. Dabei werden die 
Lipide sowohl innerhalb der Lipidschicht als auch mit einem reaktiven Traeger vernetzt. Der 
Einbau modifizierter Kanaele kann in anaioger Weise mit Mischungen aus Lipid und 
Kanalpeptiden erfoigen. 

Beispiel 9 : Kopplung von SH-Oligonukieotiden an ein NH 2 -Kanaipeptid 
Ein Kanalpeptid mit reaktiver NH 2 -Gruppe (20mg/ml) wird in Phosphatpuffer 0.1 M / EDTA 
0.1 M geloest (bei hydrophoben Peptiden unter Zugabe eines Loesungsvermittlers) und 0.5- 
5mg/ml Sulfosuccinimidyl-(4-jodacetyf)aminobenzoat zugegeben. Die Reaktionsdauer 
betraegt bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz 20-60 Minuten. Nach der Abtrennung 
des Kopplungsreagenzes durch HPLC wird ein 1-5 fach moiarer Uberschufi an SH- 
modifiziertem Oligonukleotid zugegeben. Die Reaktionsdauer betraegt bei 4°C und unter 
Lichtschutz 8-16 Stunden. Ais Reaktionsloesung kann ein Phosphatbuffer 0.1 M mit 0.1 M 
EDTA pH = 8.3 verwendet werden. Der UberschuG an reaktivem Kanalpeptid wird mit 
Cystein abgefangen und die Mischung auf einer semipraeparativen HPLC-Saeule gereinigt. 

Beispiel 10 : Kopplung von NH r Oligonukleotiden an ein SH-Kanalpeptid 
Ein Oligonukleotid mit reaktiver, terminaler NH 2 -Gruppe (20mg/ml) wird in NaHCO 3 0.2 M / 
EDTA 0.1 M, pH = 9.3 geioest (bei hydrophoben Peptiden unter Zugabe etnes 
Loesungsvermittlers) und 0 5-5mg/ml Sulfosuccinimidyf-4N-maleinimiaomethyl cyclohexanl- 



3NSOOCI0 <WO 9720203A1> 



10 - 



WO 97/20203 



PCT/.AT96/002j 



carboxyiat zugegeben. Die Reaktionsciauer betraegt bei Raumtemperatur und unter 
Lichtschutz 10-30 Minuten. Nach der Abtrennung des Kopplungsreagenzes aurch HFLC 
wird ein 1-5 fach molarer Uberschufc an SH-modifiziertem Kanalpeptid zugegeben. Die 
Reaktionsdauer betraegt bei 4*C und unter Lichtschutz 8 -16 Stunden. Als 
Reaktionsloesung kann ein Phosphatbuffer pH=7.0, 0.1M mit 0.1M EDTA, verwendet 
werden. Der GberschuG an reaktivem Kanalpeptid wird mit Cystein abgefangen una die 
Mischung auf einer semipraeparativen HPLC-Saeule gereinigt. 

Beispiel 11 : Kopplung von NH r Oligonukleotiden an ein NH 2 -Kanalpeptid 
Ein Oligonukleotid mit reaktiver, terminaier NH 2 -Gruppe (20mg/ml) wird in 0.2 M NaHC0 3 
pH = 9.3 geloest (bei hydrophoben Peptiden unter Zugabe eines Loesungsvermittlers) und 
1-5mg/ml Bis(suifosuccinimidyl)suberat zugegeben. Die Reaktionsdauer betraegt bet 
Raumtemperatur und unter Lichtschutz 5-20 Minuten. Nach der Abtrennung des 
Kopplungsreagenzes durch HPLC wird ein 1-5 fach motarer Uberschufi an NH r 
modifiziertem Kanalpeptid zugegeben. Die Reaktionsdauer betraegt bei 4°C und unter 
Lichtschutz 8-16 Stunden. Als Reaktionsloesung kann 0.2 M NaHC0 3 pH = 9.3 verwendet 
werden. Der GberschuG an reaktivem Kanalpeptid wird mit Cystein abgefangen und die 
Mischung auf einer semipraeparativen HPLC-Saeule gereinigt. 



Beispiel 12: Oligonukleotide fureinen Herpes-Virus Sensor 

Als Faengeroligonukleottde werden komplementaere Sequenzen von 15-30 bp zu 

Sequenzen aus der Viruspolymerase auf einem Oligonukleotidsynthesizer gewonnen. Als 

Sequenzen werden komplementaere Sequenzen zu den Nukleotidsequenzen die den 

folgenden Aminosaeuresequenzen entsprechen verwendet: 

Herpes I: PAGPRGAGRG 

ERPEEEGEDE 
Herpes II: PHNPRGATQT 

GDGNGDEDLD 
Humaner Herpes VI: RILPRGIMHD 

RQGIGYKGAT 
Cytomegalovirus: PGSAQGSGKR 

VSPGSGSNSS 
Vaneceila-Zoster: RGSNREFLHS 

DVIPDVGDVE 
Epstein-Barr. LRLIPKCFQT 

ILPMPSASDR 
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Beispiel 13; Oligonukieotide fur einen HIVI/2-Virus Sensor 
Als Faengeroligonukleotide werden kompiementaere Sequenzen von 15-30 bp zu 
Sequenzen aus dem Protein gp41 auf einem Oligonukleotidsynthestzer gewonnen. Als 
Sequenzen werden kompiementaere Sequenzen zu den Nukleotidsequenzen die den 
folgenden Aminosaeuresequenzen entsprechen verwendet : 

HIV1: LGLWGCSGKLIC 
LGMWGCSGKLIC 
HIV2: LNSWGCA FR QVC 

Beispiel 14: Aufbau einer Elektropolymermembranmatnx mit substituierten Polypyrrolen 
Als Monomer koennen z.B. 
1 -Carboxyalky l-pyrrol, 

2- (1-Pyrroioacetyl)-glycin, 
1-Alkylpyrrol f 
4-Carboxybenzyipyrrol, 
4-Nitrophenyipyrrol, 
4-(3-Pyrrolo)-4-ketobuttersaeure, 

3- ((Keto-4-nitrophenyf)methyl)pyrrol oderanaloge Verbindungen verwendet werden. 

Die Monomere werden in 0.5 prozentiger Loesung in Acetonitril geloest und 2.5 % Leitsalz 
(LiCi0 4 . NR4BF4, NR 4 PF 6 , R=Alkyl) zugegeben. Die klare Loesung wird 10 Minuten mit 
Argon gespult. Dann werden die Elektroden cyclovoltammetrisch mit den Elektropolymeren 
uberzogen (Scangeschwindigkeit = 100mV/s). Der Spannungsbereich wird dabei so 
gewaehlt, da& eine deutliche anodische Stromzunahme durch den Polymerisationsvorgang 
waehrend der ersten Zyklen beobachtet werden kann z.B. -300 bis 1400 mV versus 
Ag/AgCI. 

Beispiel 15 : Reduktion von 1,24-Tetracosandisaeure (Figur2) 
Ansatz 1; 0.005 mol 1,24-Tetracosandisaeure (2 g) 

0.0083 mol LiAlhU (8,3 ml einer 1M Losung in THF) 

60 ml Pyhdin getrocknet uber Molekularsieb 4A 
Die Tetracosandisaeure wird in 60 ml trockenem Pyridin gelbst, das LiAlH 4 unter Ruhren 
zugetropft. Anschlie&end wird die Reaktionsldsung 4 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das 
Reaktionsgemisch wird auf Eiswasser gegossen. der Niederschlag abgenutscht, mit 3N 
HCI, H 7 Q und gesaettigter NaCI Losung gewaschen und aus Toluol umknstailisiert. Urn den 
Erfolg der Reaktion zu uberprufen. wird eme Dunnschichtchromatographie durchgefuhrt 



3NSOOCIO:<WO 9720203A1> 



WO 97/20203 



PCTVAT96/0023i> 



Laufmittel: Toluol/Dioxan/Essigsaeure = SO/25/4 

Spruhreagens: Vanillin-Schwefelsaeure: 

1g Vanillin wurde in 100 ml Schwefelsaeure geidst. 
AnschlieGend wird auf 160°C erhitzt, bis Verfaerbung eintritt. 

Zur Strukturbestaetigung kann ein NMR- Oder Massenspektrum aufgenommen werden. 
Ausbeute: 1.035 g (= 56% derTheorie) 

Beispiel 16 : Synthese von Bis-(2-butendicarboxysaeure)-1,24-tetracosandiylester (Figur2) 
Ansatz: 0.002 mol Maleinsaeureanhydrid (0.196 g) 

0.001 mol 1,24-Tetracosandiol (0.37 g) 

Das Reaktionsgemisch wird in 6 ml trockenem Toluol (uber Molekularsieb 4A) mmdestens 8 
h refiuxt. Beim Abkuhlen faellt das Produkt aus. Um den Erfolg der Reaktion zu uberprijfen, 
kann eine Dunnschichtchromatographie (Kieselgelplatte mit Fluoreszenzindikator 254 nm) 
durchgefuhrt werden. 

Laufmittel: Toluol/Dioxan/Essigsaeure = 90/25/4 
Detektion: UV-Lampe, 254 nm 
Ausbeute: 0.45 g (80% der Theorie) 

Beispiel 17 : Synthese von 1,6,31,36 Tetraoxacyciohexaconta-3,33 dien-2,5,32,35 tetron 
(Figur2) 

Ansatz: 0.0005 mol 

Bis-(2-butendicarboxysaeure)-1,16-hexadecadiyIester (0.283 g) 

0.0005 mol 1,24-Hexadecadiol (0.185 g) 

0.05 g p-Toluolsulfonsaeure 
Das Reaktionsgemisch wird in 45 ml Toluol unter Ruckfiufc mindestens 8 h gekocht. Das 
Losungsmittel wird abgedampft und der Ruckstand aus Ethylacetat umkristallisiert. Der 
Umsatz kann mit Hilfe der Dunnschichtchromatographie (Kieselgelplatte mit 
Fluoreszenzindikator 254 nm) verfolgt werden. 
Laufmittel: Toluol/Dioxan/Essigsaeure = 90/25/4 

Detektion: UV-Lampe, 254 nm 

Beispiel 18 : Synthese von Bis-(2-butendicarboxysaeure)-1,16-hexadecadiyiester (Figur 3) 
Ansatz: 0.0116 mol Maleinsaeureanhydrid (1.14 g) 

0.0058 mol 1,16-Hexadecadiol (1.5 g) 
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Das Reaktionsgemisch wird in 35 ml trockenem Toluol (Goer Molekularsieo 4A) minaestens 
8 h reflux! Beim Abkuhlen faellt aas Produkt aus, Um den Erfolg der Reaktion zu 
uberpnjfen, Kann eine Dunnscnichtchromatographie (Kieseigelplatte mi: 
Fiuoreszenzindikator 254 nm) durchgefuhn werden. 
Laufmittei: Toluol/Dioxan/Essigsaeure = 90/25/4 

Detektion: UV-Lampe, 254 nm 

Ausbeute; 2.27 g (87% der Theorie) 

Beispiel 19 : Synthese von 1,6,23,28 Tetraoxacyclotetratetraconta-3,25dien-2.5,24,27 
tetron (Figur 3) 

Ansatz: 0.0022 moi 

Bis-(2-butendicarboxysaeure)-1,16-hexadecadiylester (1 g) 

0.0022 mol 1,16-Hexadecadiol (0.57 g) 

0.22 g p-Toluolsulfonsaeure 
Das Reaktionsgemisch wird in 200 ml Toluol unter RuckfluG mindestens 8 h gekocht. Das 
Losungsmittei wird abgedampft und der Ruckstand aus Ethyiacetat umKristailisiert. Um den 
Erfoig der Reaktion zu uberprufen, wird eine Dunnscnichtchromatographie (Kieselgeipiatte 
mit Fluoreszenzindikator 254 nm) durchgefuhrt. 
Laufmittei: Toluol/Dioxan/Essigsaeure = 90/25/4 

Detektion: UV-Lampe, 254 nm 

Ausbeute: 0.32 g 
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1. Biosensor, dadurch gekennzeichnet, daft in Membranen Kanaeie oder 
kanaibildende Molekuie eingebaut sind, an welchen entweder kovalent ein Oder mehrere 
Oligonukleotide, Oligonucleotidanaioga, DNA- Oder RNA-Molekule immobiiisiert sind oder 
der Aufbau der Membranen so vorgenommen wird.daS eine fur lonen impermeable Schicht 
aus Lipidmolekulen an eine fur lonen oder Molekuie mit einem Molekulargewicht kieiner ais 
1500 Datton permeable Schicht angelagert ist, wobei entweder die Interaktion der beiden 
Schichten unter Nutzung der Wechseiwiricung von Organoborverbindungen. bevorzugt 
Boronsaeuren und deren Derivaten, verstaerkt wird oder stabile Lipide der ailgemeine 
Fonmel I verwendet werden, aber auch mit Vorteil die oben genannten Strukturefemente 
des Membranbiosensors kombtniert etngesetzt werden. 

2. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali die Membran aus 
Lipiden aufgebaut ist, in welchen die die beiden Transmembranketten der Lipide nach Figur 
4 durch die Linker 21 und Z2 verbunden sind, wobei die Kettenlaenge der 
Transmembranketten n bevorzugt gleich m ist, die Transmembranketten laenger als 11 
Atome sind, die Transmembranketten aus den Elementen Xa und/oder Xb, gewaehlt aus 
der GYuppe CH 2l CH-AlkyJ, C(Aikyl) 2l CF 2t 0, S, C=0, p-Phenyien, aufgebaut sind und die 
terminalen funktionellen Gruppen Z1 und Z2 beliebige organische oder siliciumorganische 
Linker sind, wobei der Abstand der Kette X, von der Kette X 7 weniger als die Laenge einer 
Kette von 6 Kohienstoffatomen betraegt, die Linker entweder hydrophil sind oder eine 
reaktive Gruppe zur Koppiung an andere Molekuie tragen, bevorzugt bis zu drei 
Kohtenstoffatome lang sind und bevorzugt aus der Gruppe Oxalsaeure, Malonsaeure, 
Maleinsaeure, Bemsteinsaeure, Glutarsaeure, Phtaisaeure und deren Derivaten gewaehlt 
werden, 

3. Biosensor nach Anspnjch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dad die Lipide der 
Membran nach Figur 4/I durch Linker verbunden sind, welche bis zu drei Kohtenstoffatome 
iang sind und eine Oder mehrere Seitengruppen mit hydrophilen oder poiaren Resten 
bevorzugt Organoborsaeurederivate und oder Organosilane tragen. 

4. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzetchnet, dad die Membran uber 
Metali-. oder Halbieiterelektroden direkt oder mit einem Submembranvolumen von weniger 
als 3 cm 3 auf dem Sensorsubstrat angebracht ist, wobei die aufgebrachten Elektroden 
durch Dunnschichttechnologie, Dickschichttechnologie oder aus dunnen gewalzten 
MetaJIfolien gefertigt sind. 

5. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die Memoran durch 
wasserhaltige und/oder leitfaehige kovalent oder ionisch vernetzte Poiymere, Biopolymere, 
Gele, Dendnmere Oder knstailine Festkoerper getragen wird. 
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6. Biosensor nach Anspruch 1 und 4. daaurch gekennzeicnnet, dad die MemDran 
auf den wasserhalttgen und Oder iettfaehigen kovalent Oder lontsch vemetzten Poiymeren. 
Biopolymeren, Gelen, Dendnmeren Oder knstallinen Festkoerpern kovaient gebunaen ist. 

7. Biosensor nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daG er emen Rahmen fur 
die Membran aufweist, der durch Photostrukturieren einer Dunnschicht von Pclymeren, 
Glaesem. Keramiken. Kohlenstoff, Metallen Oder Halbleitern erzeugt ist. 

8. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& Kanaimolekule aus 
Peptiden Oder Proteinen verwendet warden. 

9. Biosensor nach Anspruch 1 und 8. dadurch gekennzeichnet, daG als Kanaele 
Peptidkanaele mit einer 6.3 Helix verwendet werden. 

10. Biosensor nach Anspruch 1, 8 und 9, dadurch gekennzeichnet, dad als Kanaele 
Peptidkanaele aus Gramicidinen, modifizierten Grarnicidinen und deren kovalent 
verknupften Dimeren insbesondere N- terminal verknupften Dimeren verwendet werden. 

11. Biosensor nach Anspruch 1 und 8. dadurch gekennzeichnet, dad als Kanaele 
kovalent vemetzte Alamethicin Kanaele verwendet werden. 

12. Biosensor nach Anspruch 1 und 8, dadurch gekennzeichnet, daft als Kanaele 
stabile monomere Bakterientoxine verwendet werden. 

13. Biosensor nach Anspruch 1 und 8, dadurch gekennzeichnet, daft die Liganden 
am Oder nahe dem Carboxyterminus des Kanalpeptids gebunden sind. 

14. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft aJs Kanaele 
synthetische zyklische Peptide oder zyklische aus Zuckereinheiten aufgebaute Molekule 
wie hydrophob modifizierte Cyclodextrine verwendet werden. 

15. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daft er als Kanaele 
Loecher in einer Membran aufweist. 

16. Biosensor nach Anspruch 1 und 15, dadurch gekennzeichnet, daft eine 
Membran mit Loechem. hergestellt durch radioaktiven Beschuft der Membran, durch 
naftchemisches AeAtzen, durch Plasmaaetzen, durch Aufbau einer Isolationsschicht urn 
leitende Inseln, mit nanotechnologischen Scannern oder StempeJtechniken, verwendet wird. 

17. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die Membran auf 
einer Seite von einer waessrig/organischen oder organischen Oder siliziumorganischen 
Flussigkeit bedeckt ist. 

18. Biosensor nach Anspruch 1 und 17, dadurch gekennzeichnet, daft in der 
organischen oder siliziumorganischen Flussigkeit Salze Oder lonencarrier geloest sind. 

19. Verfahren zur Bestimmung der Konzentration von DNA und RNA mit Hilfe ernes 
Biosensors nach den Anspruchen 1,4 und 5, dadurch gekennzeichnet. daft die durch die 
Hybridisierung in den Membrankanaelen hervorgerufene AAenderung des lonen- und/oder 
Elektronenstroms gemessen wird. 
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20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet. dad zur Verstaerkunc 
der kanaistromaendernden Wirkung der Hybndisierung DNA- und/oder RNA-intert^aiierende 
Substanzen eingesetzt werden. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet. daft zur Verstaerkung 
der kanaistromaendernden Wirkung der Hybndisierung DNA- und/oder RNA-binaende 
Proteine eingesetzt werden. 

22. Verwendung des Biosensors nach Anspruch 1 zur Bestimmung humaner, 
pflanziicher, tierischer, viraler oder bakterieiier DNA und RNA. 

23. Verwendung des Biosensors nach Anspruch 1 zum Nachweis von Viren der 
Herpes und HIV Gruppe. 

24. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die Membran 
zusaetztich zu Lipiden nach Figur 4/I auch andere lipophile Komponenten in die Membran 
eingebaut sind, insbesondere um dadurch deren Eigenschaften wie Schmelzbereich, 
Phasenbildung, Fluiditaet und Losungsverhalten zu modulieren. 

25. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die zur Verstaerkung 
der Haftung vorgeschlagene Verwendung von Organoborverbindungen durch Verwendung 
von Boronsaeure-derivatisierten Lipiden und einem Hydroxylgruppen-enthaltenden 
Traegermaterial vorgenommen wird. 

26. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die zur Verstaerkung 
der Haftung vorgeschlagene Verwendung von Organoboronverbindungen durch 
Verwendung von Boronsaeure-derivatisierten Traegermaterialien und Hydroxylgruppen- 
enthaltenden Lipiden vorgenommen wird. 

27. Biosensor nach Anspruch 1 und 25 Oder 1 und 26, dadurch gekennzeichnet. dad 
die Hydroxylverbindungen vicinale Diolstrukturen aufweisen. 

28. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die Lipide nach Figur 
4/I, bevorzugt jedoch Lipide nach Figur 4/II und Figur 4/III verwendet werden. 

29. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die beiden 
Transmembranketten der Lipide nach Figur 4/1 durch Linker verbunden sind, welche 
reaktive Boronsaeure- oder Silizumderivate tragen. 

30. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die beiden 
Transmembranketten der Lipide nach Figur 4/I durch Linker aus Maleinsaeureestem 
verbunden sind. 

31. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die beiden 
Transmembranketten der Lipide nach Figur 4/I durch Linker aus Maleinsaeureestem 
verbunden sind und diese durch Polymerisation hochmolekuiare, polymere Lipide formen. 

32. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die beiden 
Transmembranketten der Lipide nach Figur 4/I durch Linker aus Maleinsaeureestem 
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verbunden werden, welche danach durch Oxidation mit z.B. Osmiumtetroxia in vicmale as- 
Diole umgewandelt werden. 

33. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dafi die as-Diole mit 
Boronsaeuren der benachbarten Schicht Addukte bilden. 

34. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dall die beiden 
Transmembranketten der Lipide nach Figur 4/I durch Linker aus Maleinsaeureestem 
verbunden werden, welche danach durch Addition von Thiolen, beispieisweise 
Hydroxyalkylthiolen oder Mercaptopropylsilanen derivatisiert oder vemetzt werden. 

35. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafc die beiden 
Transmembranketten der Lipide nach Figur 4/I durch Linker aus Maleinsaeureestem 
verbunden werden, welche danach durch Addition von Borverbindungen, insbesondere 
Borhalogeniden derivatisiert werden. 
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